Mutazioni protrombotiche come fattori di rischio per eventi ischemici cerebrovascolari criptogenici in soggetti con forame ovale pervio by ANTONIAZZI, FRANCESCA
UNIVERSITÀ DI PISA
FACOLTÀ DI SCIENZE MATEMATICHE, FISICHE E NATURALI
Corso di Laurea in Scienze Biologiche
TESI DI LAUREA
MUTAZIONI PROTROMBOTICHE COME FATTORI DI 
RISCHIO PER EVENTI ISCHEMICI CEREBROVASCOLARI 
CRIPTOGENICI IN SOGGETTI CON 
FORAME OVALE PERVIO
Candidata: Relatori:




RIASSUNTO     pag. 4
ABSTRACT     pag. 7
INTRODUZIONE   pag. 10
TROMBOSI: UNA MALATTIA MULTIFATTORIALE            pag. 13
VARIANTE G1691A DI LEIDEN DEL FATTORE V            pag. 17
VARIANTE G20210A DELLA PROTROMBINA            pag. 20
VARIANTE  C677T  DELLA  METILENETETRAIDROFOLATO  REDUTTASI
           pag. 22
FATTORE V LEIDEN, PROTROMBINA G20210A, MTHFR C677T E RISCHIO 
DI TROMBOSI            pag. 26
FORAME OVALE PERVIO            pag. 28
SCOPO DELLA TESI   pag. 33
MATERIALI E METODI   pag. 34
POPOLAZIONE DI STUDIO   pag. 34
ANALISI GENETICA   pag. 37
ANALISI STATISTICA   pag. 42
RISULTATI   pag. 43
2
CARATTERISTICHE  DEMOGRAFICHE  E  PRESENZA  DEI  MAGGIORI 
FATTORI DI RISCHIO PER MALATTIE CARDIOVASCOLARI            pag. 43
DISTRIBUZIONE DEI GENOTIPI           pag. 44
RISCHIO  ASSOCIATO  ALLA  PRESENZA  DI  CIASCUN  POLIMORFISMO 
PER ISCHEMIA CEREBRALE NEI PAZIENTI CON FOP           pag. 47
ANALISI MULTIVARIATA           pag. 48
ANALISI DELLA RICORRENZA DI EVENTI           pag. 49
DISCUSSIONE   pag. 51
CONCLUSIONI   pag. 57
LETTERATURA CITATA   pag. 59
RINGRAZIAMENTI   pag. 75
3
RIASSUNTO 
Il Forame Ovale Pervio (FOP) è una anomalia cardiaca che è presente circa nel 
25% della popolazione generale e nella maggior parte dei casi non è associata ad 
alcuna manifestazione  clinica.  Numerosi  studi  hanno,  tuttavia,  evidenziato  una 
forte associazione tra la presenza di FOP ed il rischio di eventi cerebrovascolari 
ischemici, presumibilmente di origine embolica, soprattutto in soggetti giovani.
In  questi  pazienti  la  presenza  di  uno  stato  di  ipercoagulabilità,  dovuto  a 
trombofilia  ereditaria,  potrebbe  determinare  un  aumento  del  rischio  di  episodi 
ischemici cerebrali.
Vi  sono,  infatti,  varianti  genetiche  relativamente  frequenti  nella  popolazione 
generale  riconosciute  come  importanti  fattori  di  rischio  per  malattia 
tromboembolica, tra queste la variante G1691A di Leiden del fattore V (FVL) e la 
variante  G20210A  del  gene  della  protrombina  (PT).  Recentemente,  entrambe 
queste  mutazioni  sono state  dimostrate  essere  importanti  fattori  di  rischio  per 
eventi cerebrovascolari ischemici, soprattutto in soggetti giovani ed in assenza di 
altri  concomitanti  fattori  di  rischio.  Inoltre,  la  presenza  in  omozigosi  della 
mutazione  C677T  della  metilenetetraidrofolato  reduttasi  (MTHFR),  enzima 
chiave nel metabolismo dell'omocisteina, potrebbe svolgere un ruolo importante 
nell'aumentare il rischio di ischemia cerebrale.
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Scopo  della  tesi  è  stato  quello  di  valutare  l’incidenza  delle  varianti  FVL, 
G20210A  PT  e  C677T  MTHFR  in  una  popolazione  di  pazienti  con  eventi 
ischemici cerebrali e diagnosi di FOP, afferenti all'ospedale “G.Pasquinucci” di 
Massa per la chiusura transcatetere del difetto cardiaco. 
Sono stati  reclutati  220 pazienti  (102 uomini;  età media:  45.1±12 anni)  e  182 
soggetti  di controllo appaiati  per età e sesso (71 uomini; età media:  41.8±10.3 
anni).  Per  ciascun  soggetto  è  stata  effettuata  l'analisi  genetica  tramite  un  kit 
diagnostico  commerciale  che  consente  l’amplificazione  multipla  dei  tre  geni 
mediante PCR e una ibridazione allele-specifica.
I risultati hanno mostrato che la prevalenza di soggetti portatori di FVL (1.8% vs 
0.5%;χ2=1.3, p=ns) e della variante 20210A PT (6.4% vs 1.1%;χ2=7.7, p=0.02) 
era più alta nel gruppo dei pazienti con FOP rispetto al gruppo dei controlli. La 
frequenza della variante 677T MTHFR era simile tra pazienti e controlli (26.8% 
vs 23.6%; χ2=0.7, p=ns).
Dopo correzione per i principali fattori di rischio cardiovascolari, è risultato che la 
presenza del FVL o della variante 20210A PT in pazienti con FOP determina un 
rischio  aumentato  di  3.4  volte  (95%  CI=1.2-9.1;  p=0.02)  di  eventi  ischemici 
cerebrali.
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Inoltre, la presenza del FVL o della variante 20210A PT era più frequente nei 
soggetti che hanno manifestato più di un evento ischemico rispetto a quelli che ne 
hanno manifestato solo uno (18.5% vs 7.2%; χ2=3.8, p=0.05).
I  risultati  ottenuti  indicano  che  le  mutazioni  protrombotiche  prese  in 
considerazione in questo studio sono fattori  di  rischio importanti  per ischemia 
cerebrale in pazienti con FOP. 
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ABSTRACT
Patency of the foramen ovale (PFO) is present in 25% of the general population 
and in most cases never causes a health disturbance. However, the presence of a 
PFO is considered a possible cause of unexplained, presumably embolic, ischemic 
neurological events in young patients.
In  these  patients,  the  procoagulant  conditions,  caused  by  congenital 
thrombophilia, may increase the risk for recurrent ischemic cerebral events.
In particular, genetic polymorphisms, relatively frequent in Caucasian population, 
are identified as risk factors for venous thrombosis: factor V Leiden (G1691A) 
and prothrombin (PT) G20210A.
Recently, prothrombotic mutations have been suggested as genetic risk factors for 
“cryptogenic”  ischemic cerebrovascular  disease  in young  adults  and a  relation 
between the prothrombotic mutation and cerebral ischemia risk in younger PFO 
patients has also been reported.
Several  studies  on  genetic  variant  667  of  methylenetetrahydrofolate  reductase 
(MTHFR),  which  plays  a  crucial  role  in  regulation  of  plasma  homocysteine 
concentration,  reported an association between gene polymorphism and stroke.
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The aim of this  study was to evaluate  the prevalence of the factor  V Leiden, 
prothrombin  G20210A and C677T MTHFR in patients  with cerebral  ischemia 
associated with PFO, who were referred for percutaneous transcatheter closure of 
their cardiac defect.
We examined 220 patients (102 males; age: 45.1±12 years) and 182, matched for 
age and sex, healthy subjects (71 males; age: 41.8±10.3 years).
We performed genetic  analysis  for  each  subjects  by  using  a  multiplex  allele-
specific polymerase chain reaction assay.
The  prevalence  of  subjects  carrying  FVL  (1.8%  vs  0.5%;χ2=1.3,  p=ns)  and 
20210A PT (6.4% vs 1.1%;χ2=7.7, p=0.02) was significantly higher in the group 
of  PFO patients  than  in  the  controls.  No  difference  was  observed  for  C677T 
MTHFR genotype distribution (26.8% vs 23.6%; χ2=0.7, p=ns)
After adjustment for other vascular risk factors, the combination of either factor V 
Leiden or prothrombin 20210A and PFO was associated with a  3.4-fold (95% 
CI=1.2-9.1; p=0.02) increased risk of cerebral ischemia.
The prevalence of subjects carrying at least 1 prothrombotic genotype (FVL or 
20210A PT) was significantly higher in the PFO patients with recurrent ischemic 
events than in patients with one ischemic event (18.5% vs 7.2%; χ2=3.8, p=0.05).
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Our results indicate that prothrombotic mutations are important risk factors for 
cerebral ischemia in patients with PFO.
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INTRODUZIONE
Negli  ultimi  anni,  i  progressi  nell’ambito  della  ricerca  genetica  e  la  completa 
conoscenza del genoma umano hanno consentito di poter identificare molti dei 
geni coinvolti nell’eziopatogenesi di malattie multifattoriali.
Le recenti conoscenze scientifiche hanno, inoltre, dimostrato l’importanza della 
suscettibilità  genetica  individuale  nell’insorgenza  e  nella  progressione  di  gran 
parte delle patologie. 
Sappiamo,  infatti,  come  ogni  persona  dimostri  il  99.9%  d’identità  genetica 
rispetto ad una qualsiasi altra, mentre il restante 0.1% del nostro DNA rappresenta 
la  variabilità  individuale,  che è sostanzialmente  dovuta a piccole  variazioni  di 
sequenza, molto spesso sostituzioni di singoli nucleotidi chiamate SNP (mutazioni 
puntiformi  ad  un  singolo  nucleotide).  Ad  oggi,  sono  stati  identificati  circa  3 
milioni di SNP, ma si calcola che ve ne siano almeno 10 milioni. 
È ormai riconosciuto che gruppi di queste piccole variazioni, interagendo tra loro, 
siano in grado di determinare la suscettibilità o la resistenza a molte delle malattie 
umane più comuni. 
Questo  può  risultare  determinante  nello  sviluppo  di  nuovi  modelli  di 
stratificazione del rischio e nella scelta di trattamenti terapeutici adeguati basati 
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sulla conoscenza del profilo genetico di ciascun individuo (Housman e Ledley 
1998).
L’identificazione  della  componente  genetica  delle  malattie  complesse  viene 
unanimemente riconosciuta essere una delle principali  sfide della medicina dei 
prossimi anni. 
La  possibilità  di  avere  test  genetici  che  predicano  la  suscettibilità  al  cancro, 
all’infarto o al  morbo di Alzheimer,  avrebbe un enorme impatto in termini  di 
salute  pubblica.  Un’altra  delle  applicazioni  più  interessanti  delle  scoperte  di 
genetica  e  genomica  riguarda  la  possibilità  di  identificare  la  relazione  tra  la 
costituzione genetica di un individuo e la sua risposta a farmaci somministrati, sia 
in termini di efficacia sia in termini di tossicità (Zhou et al. 2008).
La  prospettiva  futura  è  quella  di  fornire  prevenzione  e  diagnosi  attraverso 
programmi  individualizzati  basati  sul  rischio  personale  (medicina  predittiva)  e 
trattamenti  più mirati  su  base individuale  (farmacogenetica).  Con le  parole  di 
McKusick: “la terapia giusta per il paziente giusto” (McKusick 2001).
Recentemente,  anche  per  le  malattie  cardiovascolari  sono  state  studiate  ed 
identificate numerose varianti genetiche di suscettibilità in grado di conferire al 
paziente una certa vulnerabilità ai diversi aspetti della malattia. 
Negli ultimi anni, alcuni specifici test genetici utili per la definizione del rischio 
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trombotico hanno, già, trovato ampio impiego nella pratica clinica cardiovascolare 
con lo scopo di individuare i soggetti a rischio e migliorare la prevenzione dei 
quadri clinici.
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TROMBOSI: UNA MALATTIA MULTIFATTORIALE
Nel mondo occidentale la patologia trombotica è la maggior causa di mortalità. 
La  definizione  clinica  di  trombosi  è  quella  di  una  presenza  patologica  di  un 
coagulo  (trombo)  in  un  vaso  sanguigno  o  a  livello  del  cuore  che  causa 
l’ostruzione  del  flusso  attraverso  il  sistema circolatorio.  La  formazione  di  un 
coagulo ostruttivo nelle vene e nelle arterie è il prodotto finale di un disequilibrio 
tra fattori pro coagulanti, anticoagulanti e fibrinolitici.
In  base  alla  localizzazione  in  cui  si  forma  il  trombo (ad  esempio  nella  parte 
venosa o arteriosa del sistema circolatorio),  la patologia trombotica può essere 
classificata in trombosi venosa o trombosi arteriosa. Entrambi i tipi di trombosi 
sono  considerati  come  patologie  distinte,  caratterizzate  da  diversi  meccanismi 
patogenetici e da fondamentali fattori di rischio ( Federici et al. 2006, Boekholdt e 
Kramer 2007, Prandoni 2007, Lowe 2008).
Le  manifestazioni  più  comuni  della  trombosi  arteriosa  sono  ictus  ischemico, 
infarto  miocardico  acuto  ed  arteriopatia  periferica.  I  trombi  arteriosi  sono 
costituiti principalmente da piastrine, comprendono relativamente poca fibrina e si 
sviluppano in siti di danno alla parete vasale in presenza di un flusso di sangue ad 
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alta  velocità  (Federici  et  al.  2006,  Boekholdt  e  Kramer  2007,  Prandoni  2007, 
Lowe 2008).
Le manifestazioni più comuni della trombosi venosa sono embolia polmonare e 
trombosi  venosa  profonda.  I  trombi  venosi  sono  costituiti  primariamente  da 
fibrina ed eritrociti intrappolati ed includono poche piastrine. Hanno la tendenza a 
svilupparsi in aree di stasi in seguito ad attivazione del sistema di coagulazione 
del sangue e, quindi, stati di ipercoagulabilità sono fattori di rischio importanti 
(Federici et al. 2006, Prandoni 2007, Lowe 2008).
La  trombofilia  è  una  tendenza  alla  coagulazione  eccessiva  del  sangue,  con 
predisposizione a sviluppare trombosi ed embolie, sia venose che arteriose, in età 
giovanile (sotto i 45 anni), che spesso possono andare incontro a recidive. Essa 
può  essere  determinata  da  condizioni  acquisite  o  da  fattori  ereditati 
geneticamente.
Condizioni acquisite che predispongono a trombofilia possono essere: immobilità, 
interventi  chirurgici,  infiammazione,  neoplasie,  terapie  con  contraccettivi  orali 
(Rosendaal 1997, Heit et al. 2002).
L’importanza  della  componente  genetica  nei  processi  di  tromboembolismo 
venoso e arterioso è stata ampiamente studiata perché la conoscenza dei fattori di 
rischio  genetici  e  di  quelli  ambientali  può contribuire  in  modo significativo  a 
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prevedere un episodio di trombosi (Kottke-Marchant 2002, Endler e Mannhalter 
2003).
Tuttavia  i  fattori  di  rischio  genetici  non hanno lo stesso  ruolo nella  trombosi 
venosa e arteriosa.
I fattori di rischio genetici sono conosciuti fin dal 1965 quando è stata descritta la 
prima famiglia con tendenza ereditaria alla trombosi, causata da una deficienza di 
antitrombina (Egeberg 1965). Negli anni 80 sono state descritte le deficienze di 
proteina  C  e  proteina  S  in  casi  di  trombofilia  familiare  (Griffin  et  al.  1981, 
Schwartz et al. 1984).
I  tests  funzionali  della  coagulazione  per  ricercare  la  deficienza  degli 
anticoagulanti  naturali,  proteina  C,  proteina  S  ed  antitrombina,  sono  molto 
richiesti ed utilizzati nella pratica di laboratorio. 
Al contrario, difetti genetici che causano deficienza di proteina C, proteina S e 
antitrombina,  sembrano  essere  piuttosto  rari  ed  eterogenei  nella  popolazione 
generale, per cui l’indagine molecolare risulta molto complessa e non applicabile 
nella routine di laboratorio (Federici et al. 2006).
Esistono,  tuttavia,  alcune  varianti  genetiche,  relativamente  frequenti  nella 
popolazione  generale,  il  cui  impiego  può  essere  estremamente  utile  nella 
definizione del rischio trombotico. 
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In particolare, la variante di Leiden del gene del fattore V, la variante G20210A 
del  gene  della  protrombina  e  la  variante  C677T  della  metilenetetraidrofolato 
reduttasi sono stati identificati come importanti fattori di rischio tromboembolici 
(Endler e Mannhalter 2003, Federici et al. 2006) (Tabella 1).
Tabella 1. Difetti genetici nel tromboembolismo venoso




Rischio Relativo per 
tromboembolismo 
venoso
Antitrombina III ~1 0.02-0.04 ~20-50
Proteina C ~2-5 0.2-0.5 7-10
Proteina S ~1-3 0.1-1 ~2





20 (eterozigoti) ~2-3(eterozigoti) ~2-5(eterozigoti)
MTHFR C677T 15-20(omozigoti) 5-15(omozigoti) 2-3(omozigoti)
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VARIANTE G1691A DI LEIDEN DEL FATTORE V
Il  fattore  V  è  uno  dei  numerosi  fattori  che  intervengono  nella  cascata  della 
coagulazione sia con funzioni procoagulanti che anticoagulanti; i livelli di fattore 
V  sono  controllati  attraverso  un’attivazione  trombina-dipendente  ed  una 
inattivazione dipendente dalla proteina C attivata (APC).  La trombina taglia il 
fattore V, generando una catena pesante amino-terminale ed una leggera carbossi-
terminale, le quali formano un dimero (fattoreVa); questo assieme a ioni calcio, al 
fattore  Xa  ed  a  fosfolipidi  anionici  forma  un  complesso  protrombinasico  che 
promuove  la  conversione  della  protrombina  (fattore  II)  in  trombina  sulla 
superficie piastrinica (Rosendorff e Dorfman 2007).
La trombina agisce sul fibrinogeno come un enzima proteolitico determinando la 
formazione di monomeri di fibrina, i quali polimerizzano e formano filamenti di 
fibrina, proteina fondamentale per la costituzione del coagulo.
In condizioni fisiologiche, il fattore Va viene inattivato dalla proteina C attivata 
che opera un taglio su di esso a livello di tre siti.
Nel 1994 è stata descritta una variante genetica comune nel gene che codifica per 
il fattore V, denominata variante di Leiden (FVL) come la cittadina olandese nella 
quale  è  stata  scoperta,  che  comporta  la  sostituzione  di  una  guanina  con  una 
17
adenina a  livello  del  nucleotide 1691. A livello  aminoacidico,  il  risultato  è  la 
sostituzione di un’arginina con una glutammina in posizione 506, a livello del 
primo  sito  riconosciuto  dalla  APC.  Il  taglio  a  livello  dell’arginina  506  è 
necessario affinché vengano esposti in modo corretto gli altri  due siti di taglio 
(Arg 306 e Arg 679) (Rosendorff e Dorfman 2007) (Figura 1).
Figura 1. Fattore V Leiden
Nel 1993 lo svedese Dahlbäck aveva osservato che il tempo di tromboplastina 
parziale  attivato  (PTT)  eseguito  sul  plasma  di  alcuni  individui  con  trombosi 
venosa appartenenti ad una stessa famiglia non veniva prolungato dall’aggiunta di 
proteina C attivata (Dahlbäck et al. 1993). Normalmente, l’aggiunta di APC causa 
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un prolungamento del PTT, dovuto alla inibizione dei fattori V e VIII attivati, i 
substrati su cui la proteina C attivata svolge la sua azione inibitoria.
L’anomalia osservata è stata di conseguenza denominata “resistenza alla proteina 
C attivata” ad indicare il comportamento del test funzionale.
Pazienti con il fattore V Leiden sono resistenti  all’inattivazione del fattore Va, 
hanno pertanto un’emivita plasmatica del fattore Va più lunga e di conseguenza 
un aumento nella produzione di protrombina (Bertina et al. 1994, Rosendaal et al. 
1995).
Molti studi identificano il fattore V Leiden come un importante fattore di rischio 
per trombosi venosa nella popolazione caucasica, con un rischio relativo di 3-7 
volte nei soggetti  portatori della variante mutata e di 50-100 volte nei soggetti 
omozigoti mutati (Federici et al 2006, Rosendorff e Dorfman 2007).
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VARIANTE G20210A DELLA PROTROMBINA
La protrombina o fattore II (PT) è una glicoproteina che circola nel sangue in 
forma  inattiva  ed  è  un  precursore  della  serin  proteasi  trombina.  Quest’ultima 
agisce come pro-coagulante, attraverso l’attivazione piastrinica e la generazione 
di  fibrina e fattore Va,  VIIIa,  XIIIa,  e,  successivamente,  come anticoagulante, 
attraverso l’attivazione della proteina C circolante.
La  regolazione  dell’attività  della  trombina  risulta,  perciò,  cruciale  per  il 
mantenimento dell’equilibrio emostatico (Russo et al. 2001).
Nel  1996  Poort  e  collaboratori  hanno  descritto  una  variante  del  gene  della 
protrombina, caratterizzata da una sostituzione di una guanina con una adenina 
nel nucleotide 20210, che si trova nella regione non tradotta al 3’ del gene.
Questa regione è coinvolta nella regolazione genica post-trascrizionale, quale la 
stabilità  dell’RNA  messaggero  o  una  maggior  efficienza  di  trascrizione  del 
messaggero stesso.
A livello fenotipico, i portatori della variante mutata presentano un aumento circa 
del  30%  dei  livelli  plasmatici  di  protrombina,  che  comporta  una  maggiore 
predisposizione alla trombosi.
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La prevalenza dell’allele 20210A varia da 1 a 4% nella popolazione normale con 
una distribuzione geografica variabile. La prevalenza della mutazione è del 3-7% 
nell’Europa del sud contro 2-5% nell’Europa del nord (Rosendaal et al. 1998).
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VARIANTE  C677T  DELLA  METILENETETRAIDROFOLATO 
REDUTTASI
La  metilenetetraidrofolato  reduttasi  (MTHFR)  è  un  enzima  coinvolto  nel 
metabolismo  dell’omocisteina  e  catalizza  la  riduzione  del  5-10 
metilenetetraidrofolato  a  5-metiltetraidrofolato,  necessario  come  donatore  di 
gruppi  metile  nella  reazione  di  rimetilazione  dell’omocisteina  a  metionina, 
reazione quest’ultima catalizzata  dalla  metionina  sintasi  (MTR) in presenza  di 
metilcobalamina (forma attiva della vitamina B12) (Trabetti 2008) (Figura 2).
Figura 2. Metabolismo dell’omocisteina (modificata da Trabetti 2008)
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Nel 1988 Kang et al.  hanno identificato una variante termolabile dell’MTHFR 
associata  con  una  diminuzione  dell’attività  dell’enzima  e  con  un  conseguente 
aumento delle concentrazioni plasmatiche di omocisteina. 
Frosst  et  al.  (1995)  hanno  identificato  nel  gene  MTHFR  una  mutazione 
puntiforme che  conferisce  termolabilità  all’enzima.  La  mutazione  comporta  la 
sostituzione di una citosina con una timina al nucleotide 677, la quale si traduce a 
livello aminoacidico con la sostituzione di una alanina con una valina in posizione 
222.
La variante 677T è comune nella popolazione generale con una prevalenza nella 
popolazione caucasica di circa 15-20% nella condizione di omozigosi (Schneider 
et al. 1998). 
La conseguenza fenotipica di tale variante è una riduzione dell’attività enzimatica 
dell’MTHFR pari al 50%, sino ad arrivare al 30% in condizioni di esposizione al 
calore.  Tale  variante,  soprattutto  in  condizioni  di  omozigosi,  comporta  un 
moderato  aumento  dei  livelli  plasmatici  di  omocisteina,  specialmente  dopo un 
carico orale di metionina.
Una normale concentrazione plasmatica di omocisteina può variare da 5 fino a 15
µmol/L,  l’aumento  può  essere  moderato  se  la  concentrazione  varia  da  15  a 
30µmol/L, intermedio se la concentrazione varia da 30 a 100µmol/L mentre si ha 
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un  aumento  elevato  quando  la  concentrazione  supera  la  soglia  di  100µmol/L 
(Kang et al. 1992).
Numerosi studi hanno indicato, in modo definitivo, l’iperomocisteinemia come un 
fattore  di  rischio  indipendente  nello  sviluppo  di  malattia  aterosclerotica 
coronarica,  di  malattia  cerebrovascolare  e  nell’insorgenza  di  trombosi  venosa 
(Kang et al. 1991, Fermo et al.  1995, den Heijer 1996, Homocysteine Studies 
Collaboration 2002). 
Ancora non è noto il meccanismo fisiopatologico tramite il quale l’omocisteina 
induce danno vascolare (Figura 3).
Figura  3.  Iperomocisteinemia  e  danno  cardiovascolare  (modificata  da 
Thambyrajah e Townend 2000)
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E’ stato proposto che concentrazioni moderate o alte di omocisteina nel plasma 
possano agire determinando:
− alterazione del processo coagulativo attraverso un incremento dell’attività del 
fattore V ed una diminuzione dell’attività  della proteina C attivata.  Inoltre, 
l’omocisteina diminuirebbe il rilascio di ossido nitrico da parte delle cellule 
endoteliali con conseguente disfunzione endoteliale ed aumento del potenziale 
pro-trombotico (Thambyrajah e Townend 2000);
− disfunzione del tessuto endoteliale, dovuta ad una ridotta bio-disponibilità di 
ossido  nitrico  (NO),  prodotto  dalle  cellule  endoteliali  (Thambyrajah  e 
Townend 2000). La diminuzione della disponibilità di NO potrebbe, inoltre, 
modulare il potenziale pro-trombotico dell’omocisteina;
− proliferazione  di  cellule  muscolari  lisce,  evento  importante  nello  sviluppo 
della placca aterosclerotica (Schachinger et al. 1999);
− ossidazione di lipoproteine attraverso l’aumento della produzione di radicali 
liberi e, quindi, dello stress ossidativo (Chen et al. 2000).
25
FATTORE  V  LEIDEN,  PROTROMBINA  G20210A,  MTHFR  C677T  E 
RISCHIO DI TROMBOSI
E’ ormai noto il ruolo che queste tre varianti hanno nell’aumentare il rischio di 
tromboembolismo  venoso  (Rosendaal  1997,  De  Stefano  et  al.  1999,  Kottke 
Marchant 2002, Endler e Mannhalter 2003, Almawi et al.  2005, Miñano et al. 
2008).
Soggetti eterozigoti per il fattore V Leiden hanno un rischio aumentato da 3 a 7 
volte di andare incontro a tromboembolismo venoso, mentre soggetti omozigoti 
per lo stesso fattore mostrano un aumento del rischio da 50 a 100 volte (Federici 
et  al.  2006).  Tale  evento trombotico è favorito in  presenza di  altre condizioni 
predisponenti quali la gravidanza, l’assunzione di contraccettivi orali ed interventi 
chirurgici. 
Soggetti portatori della la variante 20210A della protrombina hanno un rischio 
aumentato da 2 a 5 volte di andare incontro a tromboembolismo venoso.
Soggetti  omozigoti  per  la  variante  677T  della  MTHFR  hanno  un  rischio 
aumentato da 2 a 3 volte di andare incontro a tromboembolismo venoso (Federici 
et al. 2006).
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Numerosi studi hanno valutato il rischio di trombosi in soggetti doppi eterozigoti 
per il fattore V Leiden e la protrombina 20210A; il risultato è stato un rischio 
molto più alto rispetto alla semplice somma dei rischi di ognuna delle due varianti 
prse singolarmente (Emmerich et al. 2001).
E’,  invece,  ancora  dibattuto  il  ruolo  che  possono  avere  queste  tre  varianti 
genetiche nell’insorgenza della trombosi arteriosa (Kim e Becker 2003).
Tuttavia, sono stati pubblicati numerosi studi che mettono in relazione la presenza 
della variante di Leiden del fattore V e della variante 20210A della protrombina 
con ictus ischemici ed attacchi ischemici transitori (Lalouschek et al. 2005).
In particolar modo, il ruolo di queste due varianti protrombotiche sembra essere 
piuttosto rilevante in pazienti giovani con ictus criptogenetico, ovvero in assenza 
di possibile cause note (Grossmann et al. 2002, Aznar et al. 2004). 
Recentemente, alcune evidenze apparse in letteratura hanno suggerito il possibile 
ruolo di queste varianti protrombotiche nell’identificazione di soggetti a rischio di 
eventi trombotici in un particolare gruppo di pazienti con forame ovale pervio, un 
difetto  cardiaco  che  sembra  essere  associato  ad  maggiore  incidenza  di  eventi 
ischemici cerebrovascolari (Pezzini et al. 2003, Botto et al. 2007).
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FORAME OVALE PERVIO
Il forame ovale pervio è una anomalia cardiaca che è stata riscontrata a livello 
autoptico nel 25% circa della popolazione generale (Hagen et al. 1984, Lechat et 
al.  1988,  Wu et  al.  2004,  Hara et  al.  2005).  Esso ha l’aspetto  di  una fessura 
allungata,  simile ad un tunnel, situata a livello del setto interatriale e mette in 
comunicazione l’atrio destro del cuore con l’atrio sinistro (Figura 4).
Figura 4. Forame ovale pervio: schema
Il setto interatriale si forma nel periodo di vita embrionale compreso tra il 27° ed 
il 37° giorno di gestazione, al termine della sua formazione permane un’apertura 
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che  mette  in  comunicazione  i  due  atri  cardiaci  chiamata  forame  ovale 
(Embriologia medica, Langman) (Figura 5).
Figura 5. Sviluppo embrionale del forame ovale
A) La prima porzione del  septum primum è  una cresta falciforme che 
inizia a crescere, dalla porzione media del tetto della camera atriale 
comune,  verso  le  cellule  mesenchimali  che  formano  cuscinetti 
endocardici; permane tra di essi una apertura detta  ostium primum 
(OP).
B) Il  septum  primum si  fonde  con  i  cuscinetti  endocardici  ed  occlude 
l’ostium primum.
C) Si  inizia  a  formare  una  seconda  parete,  il  septum  secundum,  alla 
destra  del  septum  primum;  si  forma,  inoltre,  un  secondo  orifizio, 
l’ostium secundum (OS) nella porzione superiore del  septum primum. 
Il septum secundum, infine, ricopre l’ostium secundum.
D) Vista laterale della parete interatriale con il forame ovale.
E) Vista frontale della parete interatriale (Cruz-Gonzáles et al. 2008).
Il  forame  ovale  è  quindi  presente  e  necessario  durante  la  vita  fetale,  perché 
permette al sangue ossigenato, proveniente dalla placenta e dai vasi del cordone 
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ombelicale  della  madre,  di  giungere  all’atrio  destro,  passare  direttamente 
nell’atrio sinistro ed entrare così direttamente nel circolo sistemico .
Alla  nascita,  quando  il  circolo  polmonare  diviene  pienamente  funzionante,  si 
modificano  le  resistenze  vascolari  e  la  pressione  nell’atrio  sinistro  del  cuore 
diviene leggermente superiore rispetto a quella dell’atrio destro.
Questa  differenza  di  pressione  fa  accollare  al  forame  ovale  una  piccola 
membrana,  chiamata  septum primum,  che si è formata durante lo sviluppo del 
setto interatriale.
In  condizioni  normali,  entro  il  primo anno di  vita,  il  septum primum si  salda 
completamente alla parete del setto. Quando ciò non accade, il forame ovale è 
detto pervio (FOP) ed il septum primum viene mantenuto in sede solamente dalla 
differenza  pressoria  tra  i  due  atri.  Perciò,  in  determinate  situazioni  che 
comportano  un  aumento  di  pressione  nell’atrio  destro,  si  può  verificare  un 
passaggio  di  sangue  dall’atrio  destro  al  sinistro.  Un  aumento  cronico  della 
pressione  nell’atrio  destro  può  verificarsi  a  causa  di  ipertensione  polmonare, 
embolia polmonare, tosse, manovra di Valsava, immersioni subacquee (Kedia et 
al. 2008)
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Nelle normali condizioni di vita, il FOP non comporta nessun problema e molti 
individui che presentano questa anomalia cardiaca non hanno nessun sintomo e 
possono non accorgersi della sua presenza.
Tuttavia,  sebbene  attualmente  non  esista  ancora  alcuna  prova  sicura  di  un 
rapporto causa-effetto, numerosi studi hanno confermato una forte associazione 
tra la presenza di un FOP ed il rischio di ischemia cerebrale (Lechat et al. 1988, 
Overell et al. 2000). Quando confrontati con un gruppo di soggetti di controllo 
senza FOP, i pazienti con FOP avevano un rischio di soffrire di un evento trombo-
embolico  che  è  quattro  volte  più  alto;  tale  rischio  era  33  volte  maggiore  nei 
pazienti che avevano sia il PFO che un aneurisma del setto atriale (Cabanes et al. 
1993). 
In alcuni casi, infatti, il FOP può essere associato con altre anomalie anatomiche 
quali, appunto, l’aneurisma del setto atriale (ASA), presente nel 50-80% dei casi 
di FOP (Hara et al. 2005). In presenza di ASA, una parte del setto interatriale 
mostra una dilatazione aneurismale che può sporgere all’interno di ciascuno dei 
due atri durante il ciclo cardiorespiratorio (Drighil et al. 2007). 
A questo proposito, uno studio recente ha preso in considerazione la morfologia 
del forame ovale dimostrando come in pazienti con eventi cerebrovascolari i FOP 
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siano più larghi e più frequentemente associati  con aneurisma del setto atriale 
(Goel et al. 2009).
Il meccanismo attraverso il quale la presenza di un forame ovale pervio possa 
predisporre ad eventi ischemici, tuttavia, non è stato ancora del tutto chiarito.
Sono  stati  ipotizzati  diversi  possibili  meccanismi  che  potrebbero  essere 
responsabili di tali eventi. 
Il  più  accreditato  è  il  fenomeno  dell’embolia  paradossa  dal  sistema  venoso 
periferico: in condizioni normali,  un piccolo embolo che si forma a livello del 
sistema venoso profondo, giunge all’atrio destro e successivamente si  ferma a 
livello  dei  capillari  polmonari;  la  presenza di  un forame pervio consentirebbe, 
invece, un possibile passaggio di sangue e, quindi, anche dell’embolo, dall’atrio 
destro a quello sinistro e da questo alla circolazione arteriosa cerebrale causando 
ictus ischemico (Ranoux et al. 1993).
Un altro possibile meccanismo prevede la formazione di trombi all’interno del 
tunnel  del  FOP,  dovuti  alla  stasi  del  sangue in questo tratto  (Schneider  et  al. 
1990). In ultimo, vi è la possibile formazione di un trombo come conseguenza di 
aritmie atriali transitorie (Berthet et al. 2000).
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SCOPO DELLA TESI
L’incertezza  riguardo  al  processo  fisiopatologico  che  correla  il  forame  ovale 
pervio all’ischemia cerebrale,  non sempre permette  al  medico di condurre una 
strategia terapeutica ottimale per il paziente.
Recenti  studi,  sulla  base  dei  meccanismi  supposti,  hanno  indicato  come  la 
presenza  di  condizioni  procoagulanti  in  pazienti  con  FOP  possa  modulare  il 
rischio  di  formazione  di  un  trombo  instabile  in  grado  di  causare  ischemia 
cerebrale.
Nonostante ciò, la prevalenza di varianti genetiche protrombotiche nei pazienti 
con FOP non è stata sufficientemente studiata e i dati finora pubblicati mostrano, 
in alcuni casi, risultati contraddittori.
Pertanto,  scopo  della  tesi  è  stato  quello  di  analizzare  la  prevalenza  dei 
polimorfismi del fattore V di Leiden G1691A, della protrombina G20210A e della 
MTHFR C677T in  un’ampia  coorte  di  pazienti  con  FOP ed  eventi  ischemici 
cerebrovascolari. 
Questo  al  fine  di  identificare  i  pazienti  ad  aumentato  rischio  di  eventi  che 
potrebbero beneficiare  di  uno screening genetico ed essere  indirizzati  alle  più 




La nostra popolazione, in un disegno di studio caso-controllo, era costituita da 
220 pazienti (102 uomini; età media: 45.1±12.0 anni) afferenti all’ospedale “G. 
Pasquinucci”,  Fondazione G. Monasterio ,di Massa nel periodo Gennaio 2006-
Dicembre 2008.
I  pazienti  giungevano  alla  nostra  osservazione  con  diagnosi  di  forame  ovale 
pervio ed indicazione ad effettuare un intervento di chiusura transcatetere per via 
percutanea del difetto cardiaco.
I  pazienti  erano selezionati,  per essere  inclusi  nello studio,  secondo i  seguenti 
criteri di inclusione:
1. storia di ictus ischemico cerebrale, documentato clinicamente da un neurologo 
e da esami radiologici quali Tomografia Computerizzata Craniale o Risonanza 
Magnetica, o di un episodio di attacco ischemico transitorio (TIA), definito 
come un deficit neurologico transitorio con pieno recupero nell’arco delle 24 
ore e confermato clinicamente da un neurologo;
2. presenza di un forame ovale pervio, con o senza aneurisma del setto atriale, 
diagnosticato  tramite  ecocardiografia  transesofagea  (TEE)  o  Doppler 
transcranico;
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3. età  di  insorgenza  dell’evento  cerebrovascolare  inferiore  ai  55  anni  per  gli 
uomini e ai 65 anni per le donne.
La popolazione di controllo era costituita da 182 soggetti  sani (71 uomini;  età 
media:  41.8±10.3 anni),  reclutati  nell’ambito  del  nostro  personale  ospedaliero, 
che non riferivano alcuna storia precedente di eventi cerebro e/o cardiovascolari.
Tutti  i soggetti inclusi nello studio erano stati sottoposti  ad un accurato esame 
anamnestico e clinico al momento del loro reclutamento.
In particolare, la popolazione di studio è stata caratterizzata per i fattori di rischio 
tradizionali  delle  malattie  cerebro  e  cardiovascolari  secondo i  seguenti  criteri: 
ipertensione, una pressione arteriosa >140/90 mmHg oppure l’uso di farmaci anti-
ipertensivi;  dislipidemia,  concentrazioni  di  LDL  ≥130 mg/dL,  HDL<35mg/dL, 
trigliceridi  ≥ 200mg/dL o terapia con anti-lipidemici; diabete mellito, livello di 
glucosio plasmatico ≥7.0 mmol/L oppure uso di farmaci ipoglicemizzanti.
Sono stati classificati come fumatori i soggetti che fumavano almeno tre sigarette 
al giorno al momento dello studio; come ex fumatori coloro che avevano smesso 
di fumare da almeno sei mesi e come non-fumatori coloro che non avevano mai 
fumato. I fumatori e gli ex fumatori sono stati riuniti in un unico gruppo. Ciascun 
fattore di rischio è stato classificato come presente o assente.
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Tutti i partecipanti allo studio hanno preso visione e firmato il consenso informato 
e la commissione etica ha approvato il protocollo di studio.
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